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 ヘムポケットが逆転しているため、４重変異体ではヘムポケットの物性が変化していると考えられる。そこでまず、
分光学的手法を用いてヘム配位環境について評価した。紫外可視吸収スペクトル及び共鳴ラマンスペクトルの結果か
ら、VHAF と VHAA のヘムは酸化型では６配位高スピン構造、還元型では５配位高スピン構造を示すことがわかっ
た。WT と同じ構造特性を有することから、近位側にヘムポケットが構築できたことが示された。また、近位側ヘム
ポケットの周辺は、WT では存在した遠位 His がないために疎水性の高い環境となっていることがわかった。さらに、
VHAF と VHAA では WT よりヘムの保持能が低下していることがわかった。 
 次に外来性配位子結合能を評価した。ミオグロビンはもともと酸素を結合・保持する機能を有し、酸素と同様の二
原子からなる CO や CN－ にも高い親和性を示す。ミオグロビンに４重変異を施して近位側にヘムポケットを構築し
たことで、これら外来性配位子に対する結合能が変化している可能性が高い。解離定数を測定した結果、CO は WT
より VHAF や VHAA に対して結合しやすいことが明らかになった。一方、CN－ は WT に対してより高い親和性を






グアヤコールを基質としで用いたところ、VHAF と VHAA の Km は WT に比べて約 50 倍に、Vmax は約２倍～5.5
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かとなり、基質となる有機分子に対する結合親和性が期待通り上昇していることがわかった。 
 X 線結晶構造解析を行った結果、この変異体は野生型ミオグロビンと同様の立体構造を保っていることが明らかと
なった。しかしながら、変異体では巨大な分子であるヘムがタンパク質内で約 40 度傾き、遠位面のほぼ全面を溶媒
に向けているという驚くべき構造を持つことがわかった。この知見は、ミオグロビンの骨格構造がきわめて安定であ
ることを示すとともに、ヘム面の傾きを利用した新規機能を付加できる可能性を示すものである。 
 以上の結果は人工タンパク質の構築に対してきわめて有用な知見を与えるものであり、博士（薬学）の学位を授与
するにふさわしいと判断した。 
